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南方红豆杉内生真菌的初步研究
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摘要: 从共生理论出发，对采自福建省龙岩山区的药用植物南方红豆杉的内生真菌进行分离。从南方红豆杉的树
叶、短茎和树皮中共分离得到 107 株内生真菌。抗菌、抗氧化和抗肿瘤活性检测结果显示，其中有 8 株菌对 1 种或者
几种指示菌有一定的抗菌活性，占供测菌株的 7． 48% ; 有 40 株菌对 HeLa 细胞有较强的细胞毒活性，占供测菌株的
37． 38% ; 有 2 株菌对 DPPH·有机自由基有较强清除活性，占供测菌株的 1． 87%。从南方红豆杉内生真菌 Xylariales
sp． 的固体发酵产物中初步分离并鉴定出化合物 10，11 － dihydroxynerolidol，该化合物表现出了一定的抗氧化作用。说
明南方红豆杉植物中含有丰富的菌种资源，具有开发生物活性物质的潜力。
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1898 年 Vogl 从黑麦草( Lolium temulentum L． ) 种子中分离发





与其宿主相同或相似的生理活性物质。自 1993 年 Strobel 等
从短叶红豆杉的树皮中分离到 1 株产紫杉醇的内生真菌———




红豆杉科红豆杉属( Taxus) 植物为第 3 纪孓遗植物，在地
球上已生存繁衍了 250 万年［5］。20 世纪 70 年代，Wani 等从
短叶红豆杉( T． brevifolia) 提取分离得到的天然抗癌化合物紫
杉醇，具有独特的抑制微管解聚和稳定微管作用，对卵巢癌、
乳腺癌、肺癌、食道癌、前列腺癌以及直肠癌均有疗效［6］。自













南方红豆衫树皮、短茎、短叶等植物样品于 2007 年 3 月
采自福建省龙岩山区。
1． 2 抗菌活性测定用指示菌
枯草 芽 孢 杆 菌 ( Bacillus subtilis ) 、短 小 芽 孢 杆 菌 ( B．
pumilus) 、大 肠 杆 菌 ( Escherichia coli ) 、金 黄 色 葡 萄 球 菌
( Staphalococcus aureus) 、藤黄八叠球菌( Sarcina lutea) 、白色





细胞培养基( DMEM) : 10 g 干粉 DMEM 溶于 1 L 双蒸水
中，加入 3． 17 g NaHCO3搅拌均匀，溶解后加 10% ～15%已灭
活( 56 ℃ 温 浴 30 min ) 的 小 牛 血 清 及 1% 三 抗，混 匀 后 用
0． 22 μm 孔径的无菌滤膜过滤除菌。
马铃薯葡萄糖培养基( PDA) : 马铃薯 200 g ( 去皮，切成
小块，加水煮沸 30 min，4 ～ 6 层纱布过滤，收集滤液) ，葡萄糖
20 g，用水定容至 1 000 mL，固体培养基则加入 1． 5% ～2%的
琼脂，121 ℃高压灭菌 20 min。
水琼脂培养基: 水中加入 1． 5% ～2%的琼脂，121 ℃高压
灭菌 20 min。
1． 5 内生真菌的分离
2007 年 3 月于福建省龙岩山区采集百年南方红豆杉植
物的树叶、短枝、树皮 3 种组织。将采集的新鲜树叶、短枝、树
皮用自 来 水 冲 洗 干 净，然 后 用 75% 乙 醇 溶 液 浸 泡，振 荡
10 min，表面消毒，用无菌水冲洗 3 遍，无菌滤纸吸干表面无
菌水。树叶用无菌刀片剪成约 5 mm × 3 mm 的小块; 树皮用
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无菌刀片去除外皮层和木质部，取内皮层及韧皮部，用无菌刀
片将上述样品剪成约 10 mm × 10 mm 的小块; 短枝剪成约




采用 ITS 测 序 鉴 定 法 进 行 菌 株 种 属 鉴 定［9］。以 ITS4
( 5' － TCCTCCGCTTATTGATATGC － 3') 和 ITS5( 5' － GGAAG －
TAAAAGTCGTAACAAGG －3') 为引物，通过 PCＲ 操作扩增菌
株 ITS 间 区 序 列，经 上 海 英 骏 生 物 技 术 公 司 测 序 并 与
GenBank 数据库中的序列比对，得到鉴定结果。
1． 7 菌株的培养及发酵粗提液的制备
107 株南方红豆杉内生真菌各发酵 100 mL 粗提液的制
备: 挑 取 菌 丝 块 接 种 于 PDA 培 养 基 平 板 上，1 株 菌 发 酵
100 mL，于 25 ℃ 恒温霉菌培养箱中培养 14 d。培养物切成
小块，用 100 mL 甲醇进行等量提取，提取液过滤除去甲醇不
溶物，作为活性测定的母液。
菌株 Xylariales sp． 发酵 10 L 粗提物的制备: 以 PDA 固体
培养基平板发酵 10 L，于 28 ℃培养箱内培养 15 d。将培养物
切割成小块后用乙酸乙酯、甲醇、乙酸( 体积比 80 ∶ 15 ∶ 5) 的
混合溶液提取，利用旋转蒸发仪 40 ℃减压浓缩得到发酵提取
浸膏，浸膏 加 入 水、乙 酸 乙 酯 ( 体 积 比 1 ∶ 1 ) 的 混 合 溶 液






多功能酶标仪在 517 nm 处测定吸光度 D0 ; 然后每孔加入
50 μmol /L DPPH· 150 μL，避光反应 30 min，再于 517 nm 处
测定吸光度 D1。抑制率计算公式如下:
抑制率 = ( D1样品 － D0样品 ) / ( D1空白 － D0空白 ) × 100%。
1． 10 内生菌发酵液抗肿瘤活性的测定
采用 MTT 法，并选取 HeLa 细胞进行抗肿瘤活性的研究。
利用多功能酶标仪分别测定 570、630 nm 波长处吸光度，由如
下公式求出抑制率［12］:
抑制率 = ［( D1对照 － D0对照 ) － ( D1样品 － D0样品) ］/ ( D1对照 －










以白色假丝酵母( CA) 、金黄色葡萄球菌( SA) 、枯草芽孢
杆菌( BS) 、短小芽孢杆菌( BP) 、大肠杆菌( EC) 、藤黄八叠球
菌( SL) 为指示菌，采用牛津杯法对分离到的 107 株南方红豆
杉内生真菌进行抗菌活性测定，抑菌结果见表 1。从表 1 中
可见，在 107 株供测菌中，有 8 株对 1 种或者几种指示菌显示
出一定的抗菌活性，占供测菌株的 7． 48%。其中抗 SA 的有 6






BS BP EC SA SL CA
Hds3 － － － 10 － －
Hds9 － － － 12 － －
Hds57 － － － 11 － －
Hds59 － － － 16 － 10
Hds79 － － － 11 － －
Hds96 － － － 11 － －
Hds106 － － － － － 11





107 株供测菌株的发酵提取液稀释 10 倍后，对 DPPH·
有机 自 由 基 的 抑 制 率 大 于 20% 的 有 5 株，占 供 试 菌 株 的
4. 67% ; 抑制率小于 10%的有 46 株，占供试菌株的 43． 00% ;
抑制 率 在 10% ～ 20% 之 间 的 有 56 株，占 供 试 菌 株 的
52. 33%。107 株供测菌株的发酵提取液稀释 20 倍后，抗氧
化抑制率大于 20%的有 2 株，占供试菌株的 1． 87% ; 抑制率
小于 10% 的 有 83 株，占 供 试 菌 株 的 77． 57% ; 抑 制 率 在




HeLa 作为指示细胞株。将发酵提取液分别稀释 50、500 倍后
进行测定，结果如表 3 所示。
由表 3 可知，当所分离到的南方红豆杉内生真菌发酵提
取液稀释 500 倍后仍具有抗肿瘤活性的共有 35 株，占所有供
测菌株的 32． 71%。其中，对 Hela 细胞抑制率大于 10% 的有
4 株，占所有供测菌株的 3． 74%，抑制率在 0 ～ 10% 之间的有
31 株，占所有供测菌株的 28． 97%。抗肿瘤活性最高的菌株
是 Hds65，选择该菌株进行进一步代谢产物研究。
2． 5 南方红豆杉内生真菌 Xylariales sp．代谢产物分析
抗肿瘤高活性菌株 Hds65 经过 ITS 引物扩增和基因序列
比对，其 ITS 序列与 Xylariales sp． 相似度为 99%，因此将菌株
Hds65 鉴定为炭角菌( Xylariales sp． ) 。
菌株 Xylariales sp． 以 PDA 固体培养基发酵培养 10 L，经
提取蒸干，共得到粗提物 3． 81 g。通过中压液相、正相及凝胶
层析，分 离 到 化 合 物 1 ( 图 1 ) ，经 NMＲ 及 MS 鉴 定 为
10，11 － dihydroxynerolidol。
化合物 1 无色透明油状物 ESI － MS m/z: 257． 2［M +
H］+ ，m/z，279． 2［M + Na］+ ，295． 2［M + K］+。1H － NMＲ
( CDCl3，600 MHz) 5． 08 ( d，11，H － 1 ) ，5． 24 ( d，17，H － 1 ) ，
5. 94 ( dd，11，17，H － 2 ) ，1． 58 ( m，H － 4 ) ，2． 07 ( m，H － 5 ) ，




稀释 10 倍 稀释 20 倍
菌株号
抑制率( % )
稀释 10 倍 稀释 20 倍
菌株号
抑制率( % )
稀释 10 倍 稀释 20 倍
菌株号
抑制率( % )
稀释 10 倍 稀释 20 倍
Hds1 10． 2 7． 8 Hds28 6． 2 5． 5 Hds55 6． 7 5． 8 Hds82 5． 6 3． 0
Hds2 21． 9 14． 6 Hds29 10． 3 7． 9 Hds56 11． 3 8． 0 Hds83 4． 6 2． 6
Hds3 7． 0 7． 5 Hds30 9． 9 6． 7 Hds57 13． 3 12． 5 Hds84 3． 9 3． 0
Hds4 5． 0 4． 5 Hds31 17． 2 9． 8 Hds58 13． 0 8． 3 Hds85 1． 8 0
Hds5 7． 6 5． 5 Hds32 16． 6 11． 1 Hds59 15． 7 10． 9 Hds86 23． 9 11． 4
Hds6 6． 6 6． 3 Hds33 14． 2 7． 3 Hds60 12． 6 6． 9 Hds87 8． 0 6． 3
Hds7 9． 6 9． 1 Hds34 13． 3 11． 8 Hds61 13． 2 4． 5 Hds88 11． 4 4． 6
Hds8 15． 4 10． 9 Hds35 11． 7 9． 0 Hds62 9． 8 7． 2 Hds89 6． 0 1． 6
Hds9 7． 6 3． 0 Hds36 10． 4 10． 1 Hds63 9． 2 8． 2 Hds90 3． 5 0． 5
Hds10 3． 7 2． 9 Hds37 12． 7 10． 2 Hds64 13． 9 6． 5 Hds91 2． 7 0
Hds11 10． 0 7． 0 Hds38 11． 3 5． 2 Hds65 18． 2 16． 3 Hds92 18． 6 16． 3
Hds12 14． 1 8． 9 Hds39 13． 1 5． 5 Hds66 10． 9 4． 2 Hds93 12． 1 11． 6
Hds13 10． 5 6． 5 Hds40 17． 5 5． 9 Hds67 4． 1 0． 4 Hds94 12． 0 9． 2
Hds14 6． 8 5． 6 Hds41 11． 6 6． 2 Hds68 5． 2 2． 6 Hds95 16． 9 7． 5
Hds15 7． 9 7． 0 Hds42 12． 6 6． 8 Hds69 13． 7 2． 2 Hds96 11． 6 6． 9
Hds16 9． 9 6． 1 Hds43 12． 8 8． 4 Hds70 9． 2 9． 4 Hds97 11． 5 8． 9
Hds17 9． 7 5． 5 Hds44 7． 8 7． 3 Hds71 15． 2 7． 5 Hds98 57． 8 40． 9
Hds18 5． 3 5． 5 Hds45 9． 6 6． 1 Hds72 5． 8 4． 9 Hds99 16． 9 11． 7
Hds19 12． 8 5． 6 Hds46 15． 8 4． 6 Hds73 9． 5 5． 1 Hds100 14． 4 10． 7
Hds20 17． 8 10． 3 Hds47 10． 8 3． 6 Hds74 7． 2 4． 7 Hds101 12． 2 10． 1
Hds21 5． 7 2． 5 Hds48 11． 9 4． 9 Hds75 3． 9 3． 5 Hds102 14． 9 4． 5
Hds22 2． 3 0． 6 Hds49 14． 1 7． 4 Hds76 4． 3 0 Hds103 34． 1 22． 2
Hds23 8． 7 7． 5 Hds50 12． 6 4． 9 Hds77 2． 9 2． 3 Hds104 12． 1 7． 4
Hds24 2． 4 1． 1 Hds51 10． 3 6． 4 Hds78 5． 9 9． 5 Hds105 18． 3 16． 9
Hds25 13． 2 11． 7 Hds52 13． 1 10． 8 Hds79 9． 5 7． 4 Hds106 16． 7 15． 0
Hds26 7． 4 5． 5 Hds53 11． 1 11． 9 Hds80 7． 9 5． 1 Hds107 31． 8 18． 7




稀释 50 倍 稀释 500 倍
菌株号
抑制率( % )
稀释 50 倍 稀释 500 倍
菌株号
抑制率( % )
稀释 50 倍 稀释 500 倍
菌株号
抑制率( % )
稀释 50 倍 稀释 500 倍
Hds1 11． 0 7． 0 Hds28 7． 3 － Hds55 14． 9 － Hds82 26． 2 3． 3
Hds2 52． 1 23． 0 Hds29 － － Hds56 7． 1 － Hds83 3． 7 －
Hds3 8． 3 － Hds30 － － Hds57 25． 4 － Hds84 － －
Hds4 5． 7 3． 5 Hds31 － － Hds58 － － Hds85 4． 5 －
Hds5 25． 5 5． 1 Hds32 1． 9 － Hds59 51． 3 3． 2 Hds86 14． 2 0． 5
Hds6 16． 0 5． 0 Hds33 5． 2 － Hds60 7． 9 － Hds87 2． 1 －
Hds7 28． 6 8． 2 Hds34 － － Hds61 0． 9 0． 1 Hds88 19． 6 －
Hds8 7． 2 1． 3 Hds35 － 0． 2 Hds62 6． 2 － Hds89 5． 4 1． 0
Hds9 8． 2 5． 0 Hds36 6． 3 － Hds63 10． 8 2． 3 Hds90 － －
Hds10 10． 6 － Hds37 5． 3 1． 9 Hds64 10． 4 3． 9 Hds91 1． 6 －
Hds11 1． 6 － Hds38 3． 0 － Hds65 90． 4 43． 9 Hds92 2． 1 －
Hds12 17． 9 － Hds39 2． 6 1． 0 Hds66 8． 9 4． 1 Hds93 － －
Hds13 17． 7 － Hds40 11． 2 0． 2 Hds67 2． 3 － Hds94 － －
Hds14 － － Hds41 26． 4 24． 0 Hds68 24． 1 － Hds95 6． 1 －
Hds15 2． 9 － Hds42 14． 4 － Hds69 10． 6 － Hds96 7． 0 －
Hds16 2． 6 － Hds43 20． 7 13． 1 Hds70 9． 4 2． 2 Hds97 5． 4 －
Hds17 － － Hds44 11． 5 7． 7 Hds71 9． 9 0． 9 Hds98 － －
Hds18 － － Hds45 9． 2 4． 8 Hds72 11． 9 3． 7 Hds99 － －
Hds19 － － Hds46 20． 6 8． 3 Hds73 7． 6 0． 9 Hds100 2． 7 －
Hds20 13． 1 － Hds47 12． 9 9． 2 Hds74 － － Hds101 2． 2 －
Hds21 20． 8 － Hds48 10． 1 3． 4 Hds75 － － Hds102 6． 1 －
Hds22 5． 9 － Hds49 3． 5 － Hds76 － － Hds103 10． 5 －
Hds23 9． 7 － Hds50 39． 4 7． 4 Hds77 2． 5 － Hds104 8． 6 －
Hds24 17． 1 － Hds51 0． 3 － Hds78 11． 0 － Hds105 13． 0 －
Hds25 18． 8 － Hds52 4． 4 － Hds79 5． 9 － Hds106 11． 2 －
Hds26 － － Hds53 20． 0 3． 5 Hds80 13． 4 2． 1 Hds107 11． 2 －
Hds27 － － Hds54 1． 7 － Hds81 2． 0 －
注:“ －”表示无抗肿瘤活性。
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5． 24( m，H －6) ，2． 23 ( m，H － 8 ) ，1． 58 ( m，H － 9 ) ，3． 35 ( d，
11，H －10) ，1． 20( s，H － 12 ) ，1． 16 ( s，H － 13 ) ，1． 62 ( s，H －
14) ，1． 29 ( s，H － 15 ) ; 13 C － NMＲ ( CDCl3，150 MHz) 111． 3
( C － 1) ，145． 3 ( C － 2 ) ，73． 5 ( C － 3 ) ，42． 4 ( C － 4 ) ，22． 5
( C － 5) ，126. 0 ( C － 6 ) ，135． 1 ( C － 7 ) ，28． 6 ( C － 8 ) ，29． 6
( C － 9) ，77． 9 ( C － 10 ) ，73． 0 ( C － 11 ) ，26． 4 ( C － 12 ) ，23． 2
( C － 13) ，23． 5( C － 14) ，27． 6 ( C － 15) 。与文献［13］报道的
核磁数据对 比 进 一 步 确 定 了 化 合 物 1 的 结 构 为 10，11 －
dihydroxynerolidol。
采用 DPPH 法测定化合物 1 的抗氧化活性，将化合物浓
度配制为 50 μg /mL，测得其对 DPPH·自由基的清除率为
6. 97%。采用 MTT 法测定化合物 1 的抗肿瘤活性，在指示细
胞株为 Hela、化合物浓度在 10 μg /mL 时，该化合物对肿瘤细
胞株 Hela 的细胞毒活性。采用滤纸片法测定化合物 1 对枯
草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、藤黄八叠球菌、白色
















菌进行抗菌活性筛选，有 8 株对 1 种或者几种指示菌显示出
一定的抑制活性，占总菌数的 7． 48%。采用 MTT 法进行细胞
毒活性筛选，在发酵提取液稀释 500 倍后仍具有抗肿瘤活性
的共有 35 株，占所有供测菌株的 32． 71%。其中，Hds65 菌株
细胞毒活性最强，在其发酵液稀释 50、500 倍后，对 HeLa 细胞
的抑制率分别是 90． 4%、43． 9%。采用 DPPH 法对 107 株供
测菌进行抗氧化活性筛选，在发酵提取液稀释 20 倍后有 104
株仍具有一定的抗氧化活性，占所有供测菌株的 97. 20%，同
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